INTRODUCTION
Hepatic fibrosis is a characteristic feature of chronic liver diseases. It is the result from the excessive deposition of extracellular matrix (ECM) proteins into the liver in response to a number of liver injuries, including chronic ethanol ingestion, viral hepatitis and iron deposition. Hepatic fibrosis has important physiopathologic consequences on the liver function and structure. First, it may contribute to increase intrahepatic vascular resistances to the portal flow and to originate portal hypertension. Activated hepatic stellate cells may contribute to this effect, since these cells exhibit contractile capacity and can modulate blood flow at the sinusoidal level (1) . Second, perisinusoidal fibrosis represents a barrier to the exchange of nutrients and metabolites between sinusoidal blood and hepatocytes. Furthermore, deposition of ECM in the space of Disse induces the loss of fenestrae of the sinusoidal endothelial cells (2) . Third, ECM is a physiological reservoir for cytokines and growth factors in the close cell surrounding. The binding of these factors to ECM component modulates their biological activity and protects them from proteolysis (3) .
EMC of the liver is composed of three distinct types of proteins including collagen, noncollagenous glycoproteins, and proteoglycans ( Fig. 1) . Collagen type I, III and V are heterotrimer molecules that form a triple helical structure with a tendency to form supramolecular aggregates (4, 5) . Type V, a pericellular collagen in the normal liver, is also present in increased amount in septa and portal tracts. Collagen IV is the major collagen of basement membrane. It is an unusual collagen type in that molecules cross-link at their terminal domains to form a network. This sheet of collagen is physically intermeshed or directly bound to other components of the basement membrane like laminins, nidogen, or perlecan.
In the hepatic fibrosis and cirrhosis, all types of collagens are increased. When hepatic fibrosis is mild, collagen type I and III are equally increased. However, when hepatic fibrosis is severe, the predominant collagen in the connective tissue bands is type I, and the ratio of collagen I to collagen III increased to 4:1 (5) . In these conditions, collagen IV is deposited mainly in the space of Disse, transforming sinusoids into capillaries. Although collagen I becomes the predominant ECM constituent in fibrosis and cirrhosis, many other proteins also are part of the fibrous complex. Thus, glycoproteins (fibronectin, laminins, tenascin, undulin, thrombospondin, SPARC) and proteoaminoglycans (perlecan, biglycan, decorin, aggrecan) also are increased in scars and septa.
Although it is likely that each cell population in the liver plays a role in the production of ECM components, hepatic stellate cells (HSCs) appear to be the major fibrogenic cell type (6) . HSCs are resident nonparenchymal cells located in the subendothelial space between hepatocytes and sinusoidal endothelial cells. In normal liver, HSCs are relatively quiescent with respect to ECM synthesis (7, 8) . However, during liver injury, they undergo a complex process that transforms quiescent HSC to one activated cell that is proliferative, fibrogenic, and contractile (9, 10) . HSC activation is associated with changes in the metabolism (increased DNA synthesis, cellular proliferation), the pattern of gene expression [collagen I, III, IV, laminin, fibronectin, MMPs (Matrix Metalloproteinases), TIMPs (Tissue Inhibitor of MMPs)], and the capacity to synthesize cytokines, growth factors and their receptors.
Extensive fibrosis in experimental liver injury may resolve upon withdrawal of the injurious agent. Thus, fibrosis or cirrhosis induced by biliary obstruction or carbon tetrachloride intoxication in rat is reversible over a period of one to three months (11) . Likewise, reversible fibrosis has been shown in mouse and rabbit models of hepatosplenic schistosomiasis (12) . Current evidence indicates that regression of liver fibrosis and advanced micronodular cirrhosis is a real phenomenon if the original cause of the liver injury is effectively removed (13) (14) (15) (16) (17) . However, this process may be incomplete over a prolonged period and results in the development of maconodular cirrhosis. Remodeling of this residual lesion is limited by matrix cross-linking (18) . Transglutaminase-mediated cross-linking of collagen provides matrix proteins with resistance to MMP-mediated degradadation (19) . Thus, these linking may limit matrix degradation even in the presence of active MMPs.
Degradation of the ECM in the hepatic fibrosis is a complex process involving MMPs, specific TIMPs, and enzymes that activate latent MMPs (20) . In an experimental model of liver fibrosis, transient MMPs overexpression in the liver effectively attenuates established fibrosis (21) .
MMPs constitute a large family of structurally related zinc-dependent endopeptidases capable of degrading a wide variety of ECM components (22) (23) (24) , and, therefore, they may play a key role in the resolution of liver fibrosis upon withdrawal of the injurious agent. MMP-1 and MMP-13 cleave interstitial collagens (types I, II, III and X). MMP-2 (gelatinase A) and MMP-9 (gelatinase B) degrade denatured interstitial collagen (gelatins), type V and IV collagens, and noncollagen proteins (fibronectin, laminin, elastin). MMP-3 (stromelysin-1), MMP-10 (stromelysin-2) and MMP-7 (matrilysin) degrade a broad range of substratres, including proteoglycans, and collagen and noncollagen proteins. Membrane-type MMPs (MMP-14 to MMP-25) are anchored to the surface of cells through their carboxyl-terminal transmembrane domain. These membrane-type MMPs degrade collagen and noncolagenous proteins, proteoglycans and play an important role in the activation of MMP-2 and MMP-13. In rats and mice, there is only one interstitial MMP, the MMP-13, which shares 86% homology with human MMP-13. MMP-13 is capable of degrading type I, II, III, IV, X, and XIV collagens, tenascin, fibronectina and the aggrecan protein (25) .
MMPs are secreted as inactive proenzymes; therefore they need to be subsequently activated by several mechanisms including enzymatic cleavage (serine protease plasmin, stromelysin-1, membrane-type MMPs) (20, 26) . Activated MMPs produce a limited number of cleavages within the triple helix of the three α-chain of interstitial collagen molecules, e.g. in type I collagen, cleavage occurs between Gly 775 and Ile 776 in the α 1 chain and the corresponding Gly/Leu in the α 2 chain, to yield typical threefourths length amino-terminal and one-fourth length carboxyl-terminal fragments. This initial single site cleavage of interstitial collagens results in their partial unfolding, which then renders them susceptible to degradation to small fragments by gelatinases. The activity of MMPs is regulated by a complex mechanism at the level of gene expression, proenzyme activation, or binding of proenzyme or active enzyme to TIMPs.
TIMPs are low molecular weight glycoproteins capable of irreversibly binding to proenzyme or active form of MMPs with a 1:1 stoichiometry and inactivating a wide variety of MMPs degrading enzymes. Because of the one-to-one interactions, small changes in levels of TIMPs can lead to significant changes in the biological activity of MMPs. Excess production of TIMPs relative to MMPs could contribute to the progression of liver fibrosis, while the enhancement of matrix breakdown may be achieved by either reducing the synthesis of TIMPs or increasing the expression of MMPs. All members of this family are able to inhibit all of the MMPs. However, some TIMPs have specific relationship with individual MMPs (27, 28) . TIMPs are multifunctional molecules that not only inhibit MMPs but also stimulate proliferation of various cell types and can protect cells from apoptosis (29,30).
The severity of hepatic fibrosis is the result of the degree of collagen synthesis and the fate of the collagen deposited into the ECM of the liver, which, in turn, depend on the balance between the production and the activation of MMPs and the levels of TIMPs. In chronic liver disease in human and in animal models of liver fibrosis, expression of MMP-1/MMP-13 does not change significantly, as hepatic fibrosis develops and progresses, but there is a striking increase in expression of TIMP-1 and TIMP-2 (31). In homogenates prepared from fibrotic livers, the level of TIMP-1 protein increases approximately five-fold in comparison with normal liver. Regression of hepatic fibrosis is characterized by degradation of ECM and restoration of normal liver histology. Following cessation of injury, there is a five-fold increase in collagenase activity in the liver, which is associated with a progressive decrease in the level of expression of TIMP-1 and TIMP-2, but no change in the level of expression of MMP-13. Studies in cultured HSCs have explored the molecular basis of the up-regulation of TIMP-1 during hepatic fibrogenesis. These studies have identified a key region in the TIMP-1 promoter that is critical to gene expression (32). However, up to now, it has not been identified the proteins interacting with this region. Many cell types, particularly HSCs, Kupffer cells and inflammatory cells, produce several MMPs in culture (20, 26) .
Very few studies have examined the effect of cytokines on ECM degradation in HSCs. However, it is well known that MMP production can be up-regulated by several hormones (PTH, cortisol), growth factors (platelet derived growth factor, basic fibroblast growth factor), cytokines (TNFα, IL-1α, IL-6, IL-10, IFNγ, oncostatin M, macrophage migration inhibitory factor) and tumor promoters (phorbol esters). On the other hand, MMP-13 is down-regulated by transforming growth factor (TGFβ), insulin-like growth factor (ILGF) (20, 26, (33) (34) (35) (36) (37) (38) (39) (40) . Likewise, several cytokines (TNFα, IL1β, IL-6, oncostatin M, IFNα) and growth factors (TGFβ) up-regulate (41) (42) (43) or inhibit (44) (45) (46) (47) TIMPs expression by cultured HSCs.
Interleukin-6 (IL-6) is a multifunctional glycoprotein produced by activated monocytes, macrophages, endothelial cells, and hepatic stellate cells that mediates a wide variety of functions in different cells, including fibroblasts, hepatocytes, and hepatic stellate cells (48) . IL-6 promotes cell proliferation and differentiation and regulates specific gene expression (49) , particularly the expression of the acute phase proteins in liver cells (48, 50) . Acute and chronic liver diseases, particularly alcoholic liver diseases, are similar to the acute phase response in some respects. Thus, patients with alcoholic hepatitis show fever, muscle wasting, neutrophilia, and increased production of C-reactive protein, α 1 -antitrypsin and amyloid A (50, 51) . High levels of IL-6 have been detected in the sera of patients with alcoholic liver cirrhosis (52) (53) (54) and some authors have shown a correlation between circulating concentrations of IL-6 and serum concentrations of C-reactive protein (55, 56) , an IL-6-induced protein. Thus, IL-6 seems to be one of the most important factors regulating inflammatory response in the liver.
We have shown that IL-6 increases MMP-13 protein levels and the steady-state levels of MMP-13 mRNA in a dose-and time-dependent fashion ( Fig. 2) and that this effect is produced acting within the gene promoter (57) . This effect is evident after 6 hours of treatment but it is particularly significant after 24 hours. This prolonged incubation time required by IL-6 to activate MMP-13 gene expression suggests that it may be required the synthesis of a new protein. The IL-6-induced increase in MMP-13 mRNA levels can be blocked by inhibiting the protein synthesis with cycloheximide ( Fig. 2C) , which supports this requirement.
This enhanced MMP-13 gene expression is associated with a marked increase in the immunoreactive MMP-13 protein (Fig. 2D) . These results agree with those reported by Franchimont et al. (58) and Kusano et al. (59) , who also demonstrated that IL-6, in the presence of its soluble receptor, increased MMP-13 mRNA levels, immunoreactive MMP-13 and its biological activity. It is likely that IL-6 has an effect on the extracellular metabolism of MMP-13, since the effect of this cytokine on MMP-13 secreted into the culture medium is much higher than that induced on the steady-state level of MMP-13 mRNA. Although some authors have shown that IL-6 significantly enhanced TIMP-1 production and TIMP-1 mRNA expression in human fibroblasts and other cell lines (60) (61) (62) (63) (64) , in our experience, IL-6 also increases immunoreactive TIMP-1, but to a lesser extent (Fig. 2D) . In fact, TIMP-1 and MMP-13 promoters contain common regulatory elements, i.e. an AP1 binding site (TRE) and PEA-3 (65) . Therefore, factors that up-regulate MMP-13 gene expression may also stimulate TIMP-1 expression. Rat MMP-13 promoter displays a general organization similar to that of other members of the MMP family (66, 67) , particularly to human (68) and rabbit MMP-1 genes (69). All share a common 10-exon organization (67, 68, 70) and contain a typical TATA box in addition to TRE and polyomavirus enhancer activator 3 (PEA-3) consensus site in their promoter region (67, (71) (72) (73) (74) , suggesting a common regulatory mechanism of gene transcription. Rat MMP-13 gene also contains several consensus transcription factor recognition sequences such as C/EBP, Cbfa1, p53, AP-2, and AP1 (75) (Fig. 3) . In cells transfected with plasmids whose activity is driven by portions of different length of the MMP-13 gene promoter, we found that sequences upstream of the base pair -79 are dispensable in IL-6-medited stimulation of MMP-13 gene expression. These experiments also show that integrity of the TRE site appears to be essential for the IL-6 induced response (Fig. 4) . The TRE site has been implicated in the expression of many of the MMP genes (76, 77) , including MMP-13 (77) . In cells transfected with a luciferase construct containing two copies of the TRE upstream of a minimal promoter, we were able to confirm this stimulatory effect of IL-6 on the TRE site (Fig. 5) . Very little information exists about the effect of IL-6 on the activation of genes with a TRE. However, while Daffada et al. (78) found that IL-6 had no effect on the ex- pression of pTRE-CAT in transient transfected cells, suggesting that AP1 is not induced by IL-6 treatment, Melamed et al. (79) showed that IL-6 induced the formation of a TRE-binding complex, which was abrogated by anti-Jun specific antibodies. Upregulation of gene expression is usually induced by the binding of transcrition factors to specific cis-acting elements in gene promoters. Our study suggested that IL-6 upregulates MMP-13 gene expression via transcription factor AP1 and through the cis-acting element TRE. Thus, gel DNA retardation experiments show that IL-6 promotes a dose-and time-dependent binding of nuclear proteins to TRE site (Fig. 6 ). Nuclear protein-DNA complexes induced by the IL-6 treatment contain phosphorylated c-Jun as shown by the incubation of nuclear extract with a phosphorylated c-Jun-specific antibody prior to the gel retardation assay, which lead to the formation of two supershifted complexes. These results support the role played by TRE and AP1 in mediating the effect of IL-6 on rat MMP-13 gene expression.
The AP1 transcription factor is organized into Jun-Jun, Jun-Fos, or Jun-ATF dimmers, and the presence of Jun family members in these dimmers enables AP1 to bind cis-acting elements of gene promoters. These proteins form a variety of homo-and heterodimers that bind to a common DNA recognition site, the TRE (58, 80, 81) . As figures 7 shows, culture of fibroblasts with IL-6 induces c-Jun, JunB and c-Fos mRNA ( (87) have shown that the expression of junB is markedly reduced in the liver of IL-6-deficient mice.
Transcriptional activity of AP1 depends not only on the quantity of AP1 components and their ability to bind DNA but also on the degree of phosphorylation of these proteins (80, 88) . Phosphorylation of c-Jun in its activation domain at serine 63 and 73 prolongs its half-life and potentiates the ability of c-Jun to activate transcription as either a homodimer or as a heterodimer with c-Fos (80) . Western blot using a specific monoclonal antibody for serine 63 phosphorylated c-Jun demonstrates that IL-6 induces an increase in this form of c-Jun, which is particularly marked after 12 hours of treatment (Fig. 8C) . Lütticken et al. (84) also showed that IL-6 triggers a delayed phosphorylation of STAT3 at serine residues. A va- were separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to membrane for immunoblot analysis. Immunoblots were probed with either specific anti-cJun or anti-c-Fos antibodies and detected by enhanced chemiluminescence. In C, immunoblots were probed with specific anti-phosphoserine-63 c-Jun antibody. Bars represent fold protein content in IL-6 treated cells divided by the protein content in untreated cells.
Extractos de proteínas de células incubadas en presencia o ausencia de concentraciones crecientes de IL-6 (A) durante 1 a 8 horas (B) fueron separadas por electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS y trasferidas a una membrana para análisis por inmunoblot. Los inmunoblots fueron expuestos a anticuerpos específicos frente a anti-c-Jun o anti-cFos y las proteínas fueron detectados por quimioluminiscencia. En C, los inmunoblots fueron revelados con anticuerpos específicos anti-c
transactivation function (91, 92) . Moreover, JNK is a critical MAPK pathway for IL-1 induced collagenase gene expression in a variety of cell types (93) . However, our study indicates that IL-6 does not induce the phosphorylation of c-Jun by stimulating JNK activity. As figure 9A shows incubation of cells with 10 and 20 ng/ml IL-6 for 15 minutes, but not for 5 minutes, decreased JNK activity to 84 and 68%, respectively, of that of control cells.
Moreover, Western blots using specific polyclonal antibodies against JNK reveal one single band located at 46 kDa, the density of which does not change after incubation with IL-6. Likewise, this treatment do not modify phosphorylated JNK, as reveal Western blots using specific monoclonal IgG antibody raised against phosphorylated JNK (Fig. 9B) . As dual phosphorylation of serine/threonine amino residues by the MAP kinase kinase (MKK4 and MKK7) is necessary for JNK activation (94) , these results support the conclusion that this kinase is not involved in the IL-6-induced increase in phosphorylated c-Jun and MMP-13 gene expression. These results concurs with those reported by a number of authors showing that IL-6 has no detectable effects on JNK (95, 96) or even inhibits the activation of this MAP kinase (97, 98) .
As mentioned above, in addition to JNK, a variety of protein kinases, including ERK, p38 kinase, casein kinase II, and PKC (99) can efficiently phosphorylate c-Jun (90, 100) . Moreover, in some cell lines, ERK pathway seems to play a role in mediating some effects of IL-6 (98). However, blocking these kinases with specific inhibitors does not abrogate the stimulatory effect of IL-6 on c-Jun phosphorylation (Fig. 10A) , AP1 binding to DNA (Fig. 10B) or MMP-13 gene expression (Fig. 10C) . In a recent study (101) , we blocked ERK with PD98059, p38 MAP kinase with SB203580, protein kinase C (PKC) with H7 and GF 109203X, protein kinase A with H8 and H89, calmoduline-dependent protein kinase with calmidazolium, and phosphatidylinositol-3-kinase with wortmannin. Taken together, these results indicate that none of these protein kinases is likely required for the effect of IL-6 on MMP-13 gene expression.
Phosphorylation state of c-Jun is a dynamic process controlled by both serine/threonine protein kinases and protein phosphatases 2A (PP2A) (102) . Therefore, the increase in phosphorylated c-Jun may result not only by an enhanced kinase activity but also by a reduced PP2A activity. In fact, a number of studies have clearly demonstrated that inhibition of protein phosphatases 2A results in an induction of collagenase, JunB, and c-Fos mRNA and a potent activation of AP1, through serine/threonine phosphorylation (103) (104) (105) (106) . There are four classes of serine/threonine-specific protein phosphatases. These include PP1, PP2A, PP2B (calcineurin), and PP2C. PP2A and PP1 are widely distributed in the cytoplasm of mammalian cells and have been reported to be involved in signalling pathways, modifying the activity of a variety of protein kinases (107) . Measurement of the PP2A activity in fibroblasts treated with increasing concentrations of IL-6 shows that this cytokine decreased this activity in a dose dependent fashion (Fig. 11A) . Likewise, incubation of cells with 20 ng/ml IL-6 for 15 minutes to 24 hours resulted in a decrease in serine/threonine phosphatase activity, which was particularly marked between three and six hours. At 12 and 24 hours, this activity remained under the control activity (Fig. 11B) . The key role of PP2A in the IL-6-induced MMP-13 gene expression is also supported by experiments in which Rat-1 fibroblasts are pretreated for 20 minutes with 25 nM okadaic acid, a potent inhibitor of protein phosphatase 1 and PP2A (108) . In this experimental condition, MMP-13-mRNA levels increase markedly and the addition of 20 ng/ml IL-6 for 24 hours does not modify this effect (Fig. 12) . In contrast, as expected, inhibition of tyrosine phosphatases with 0.1 mM pervanadate does not change the stimulatory effects of IL-6 on MMP-13 gene expression. Furthermore, okadaic acid mimics the effects of IL-6 on MMP-13 gene expression. Many other authors have shown these effects of the okadaic acid on MMP gene expression, as well as on c-Jun phosphorylation and AP1 binding activity (105, 109, 110) . I 2 PP2A , another potent inhibitor of PP2A, have produced similar effects (106) . This decrease in PP2A activity is not due to a reduced amount of PP2A protein in fibroblasts exposed to IL-6. Thus, measurement of these levels in cell extracts from fibroblasts treated with 20 ng/ml IL-6 for three to sixteen hours demonstrates that this cytokine did not induce any change in intracellular PP2A levels.
Core structure of PP2A consists of complexes of three subunits (102, 111, 112) . A 36 kDa catalytic C subunit (PP2AC) is complexed with a structural A subunit of 65 kDa (PP2A-A). This dimer is associated with a third, variable regulatory B subunit, that likely influences substrate specificity or cellular localization (102) . The phosphorylation on tyrosine-307 at the C-terminus of the catalytic subunit of PP2A regulates phosphatases activity (113, 114) . It is well known that this phosphorylation is associated with a 90% loss in activity, and thereby with a sustained effect of protein kinases (113, 115) , including c-Jun phosphorylation. On the contrary, dephosphorylation of PP2A C reactivates this enzyme (102) . Considering this mechanism of regulation of the PP2A activity, we could hypothesize that binding of IL-6 to specific receptors on cell surface might inactivate PP2A by increasing tyrosine phosphorylation on its catalytic subunit which, in turn, would prolong activation of AP1. Similar sequence of events has been shown following addition of insulin to skeletal muscle cells (115, 116) . Moreover, inhibition of PP2A with I 2 PP2A increased both the concentration and DNA binding of c-Jun and the transcriptional activity of AP1 (106) . Likewise, PP2A inhibitors induce threonine phosphorylation of STAT3, other cytoplasmic transcription factor that upon activation translocate into the nucleus where they activate target genes (117, 118) .
Western blot analysis using specific polyclonal antityrosine 307 phosphorylated PP2A C antibody shows a marked increase in the tyrosine phosphorylation of PP2A C (Fig. 13A) . On the other hand, while immunoprecipitation of PP2A using specific antibody against the structural subunit of PP2A demonstrates that IL-6 did not affect to the total amount of this subunit, immunodetection of tyrosine phosphorylated proteins with antiphosphotyrosine antibody indicates that treatment of cells with 20 ng/mL IL-6 for 0 to 60 minutes induces a timedependent increase in the PP2A C tyrosine phosphorylation (Fig. 13B) . This result concurs with those reported by Choi et al. (119) , who also found that IL-6 induced PP2A tyrosine phosphorylation.
IL-6 initiates its actions by binding to a specific receptor complex on the cell membrane. This complex is composed of two subunits: an 80-kDa binding protein and a 130-kDa transmembrane signal transducting component (gp130) (48) . Other members of the IL-6 cytokine superfamily (IL-11, oncostatin M, leukemia inhibitory factor, ciliary neutrophic factor, cardiotropin-1, neutrophin-1/B.cell stimulating factor-3) (120-122) share the same gp130 receptor subunit. Activation of IL-6 signal transduction involved gp130-homodimerization and tyrosine phosphorylation of the cytoplasmic tail of gp130 by gp130-associated Janus tyrosine kinases (JAKs). These kinases are recruited to the plasma membrane and activated upon cell activation by cytokines and growth factors (123) . All JAKs contain at least one copy of a peptide sequence, which is part of a consensus for PP2A binding (124, 125) . This phosphatase has been shown to form stable complexes with various protein kinases, including Jak2 (115, 126, 127) . Thus, it is conceivable that the IL-6-induced PP2A C phosphorylation and PP2A inactivation might be mediated by Jak2. Thus, as figure 14 shows, pre-treatment of cells for 60 minutes with 5 µM AG490, a specific inhibitor of Jak2 (128), abrogates completely the IL-6-induced increase in MMP-13 mRNA, binding of nuclear proteins to AP1 consensus sequence, c-Jun and PP2A C phosphorylation, and PP2A activity. As far as we are aware, no further information is available on the role of Jak kinases and PP2A in mediating the effect of IL-6 on MMP-13 gene expression. However, oncostatin M, another member of IL-6 superfamily cytokine (122) , also induces MMP gene expression in astrocytes, fibroblasts and osteoblasts (37, 130) , and this effect is associated with Jak1 and Jak2 tyrosine phosphorylation.
Thus, we can conclude that, at least "in vitro", IL-6 is an antifibrogenic cytokine that might contribute to remodelling connective tissue. IL-6 increases MMP-13 gene expression acting at transcriptional level via AP1. phosphorylated c-Jun, and promotes the binding of AP1 to the MMP-13 promoter. The increase in phosphorylated c-Jun is not due to increased protein kinase activity, including Jun N-terminal kinase, but to a decreased serine/threonine phosphatases activity. IL-6, after binding to a specific receptor on the cell membrane, activates tyrosine kinase JAK2, which phosphorylates the catalytic subunit of protein phosphatases 2A (PP2A) at the tyrosine 307 leading to inhibition of its activity and prolongs c-Jun phosphorylation (Fig. 15) . PP2A activity in cell lysates was assessed as described in figure 11 . Ctr, Control cells. La inhibición de JAK2 anula los efectos de la IL-6 sobre el ARNm de la MMP-13 (A), la actividad de la AP1 (B), la fosforilación de serina en el c-Jun (C) y la actividad de la PP2A (D (2) . Afterward, Jak2 binds and phosphorylates tyrosine 307 in the catalytic subunit of PP2A (3), which is associated with a lost of its phosphatases activity (4). Because of this low serine/threonine phosphatases activity, c-Jun remains phosphorylated for a longer period of time and contributes to maintain activation of the MMPs gene expression (5) and MMPs synthesis (6) . This enhanced MMP proteins and MMP activity might result in the degradation of extracellular matrix, the hepatic stellate cell death by apoptosis, and in the fibrosis remodelling (7).
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Tras la unión de la IL-6 a los receptores específicos (gp80) situados en la membrana plasmática de las células (1), la quinasa de proteínas JAK2 fosforila y activa al componente transmembranoso de transmisión de señal de la IL-6 (gp130) (2). Tras ello, JAK2 se une y fosforila a la tirosina 307 de la unidad catalítica de la PP2A (3), lo cual se encuentra asociado con una pérdida de su actividad catalítica (4). Debido a esta baja actividad fosfatasa sobre serinas/treoninas, el c-Jun permanece fosforilado durante más tiempo y contribuye a mantener la activación de la expresión genética de la MMP-13 (5) y la síntesis de la MMP-13 (6). Este aumento de las MMPs y de la actividad de la MMP puede determinar la degradación de la matriz extracelular, la muerte por apoptosis de las células estrelladas del hígado y el remodelamiento de la fibrosis (7).
INTRODUCCIÓN
Una de las lesiones más características de las hepatopatías crónicas es la fibrosis hepática. Es el resultado del depósito de cantidades excesivas de proteínas de la matriz extracelular (MEC) en el hígado como respuesta a diversas agresiones, entre las que figura el abuso alcohóli-co, las hepatitis virales y el depósito de hierro. Esta lesión tiene importantes consecuencias fisiopatológicas sobre la función y la estructura del hígado. En primer lugar, la fibrosis puede contribuir a aumentar las resistencias vasculares intrahepáticas al flujo portal y a originar hipertensión portal. Las células estrelladas del hígado (CEH) pueden contribuir a este efecto, ya que tienen capacidad contráctil y pueden modular el flujo sanguíneo a nivel sinusoidal (1). En segundo lugar, la fibrosis perisunusoidal representa una barrera que interfiere con el intercambio de nutrientes y de metabolitos entre la sangre de los sinusoides y los hepatocitos. Además, el depósito de MEC en el espacio de Disse provoca la pérdida de ventanas en las células endoteliales de los sinusoides (2) . En tercer lugar, la MEC es un reservorio de citoquinas y de factores de crecimiento situado en la proximidad de las células. La unión de estos factores a los componentes de la MEC modula su actividad biológica y las protege de su proteolisis (3).
La MEC del hígado está compuesta por tres tipos diferentes de proteínas, en concreto, los colágenos, las glicoproteínas no colágenas y los proteoglicanos (Fig. 1) . Los colágenos I, III y V son moléculas heterotriméricas que forman una estructura helicoidal triple con tendencia a originar agregados supramoleculares (4, 5) . El colágeno tipo V, en el hígado normal, se dispone alrededor de las células, pero está también presente en cantidades aumentadas en los septos y en los espacios porta. El colágeno IV es el tipo de colágeno dominante en las membranas basales. Se trata de un tipo especial de colágeno, ya que sus moléculas forman una red tras establecer conexiones transversales por sus extremos. Estas capas de colágeno suelen estar entremezcladas físicamente o unidas directamente a otros componentes de la membrana basal, tales como la laminina, el nidogen o el perlecán.
Todos estos tipos de colágenos están aumentados en la fibrosis y en la cirrosis hepática. Cuando la fibrosis es mínima, los colágenos I y III están aumentados por igual; sin embargo, cuando la fibrosis es intensa, el tipo de colá-geno dominante en las bandas de tejido conectivo es el del tipo I, de manera que la proporción colágeno I a colá-geno III es de 4:1 (5). En estas condiciones, el colágeno IV se deposita en los espacios de Disse, transformando los sinusoides en capilares. Aunque el colágeno I es el componente principal de la MEC en la fibrosis y en la cirrosis hepática, hay otras muchas proteínas que también forman parte de este complejo fibroso. Este es el caso de las glicoproteínas (fibronectina, lamininas, tenascina, undulina, trombospondina, SPARC) y de los proteoaminoglicanos (perlecán, biglicán, decorin, agrecán), que también están aumentados en las cicatrices y en los septos.
Aunque es posible que todas las poblaciones celulares del hígado participen en la producción de los componentes de la MEC, parece que las células estrelladas del hígado (CEH) son el principal tipo celular fibrogénico. Las CEH son células no parenquimatosas residentes que se localizan en el espacio subendotelial, entre los hepatocitos y las célu-las endoteliales de los sinusoides. En el hígado normal, las CEH se encuentran en un estado casi de reposo en cuanto a la síntesis de MEC se refiere (7, 8) . Sin embargo, cuando se produce una lesión hepática, estas células sufren un proceso complejo por el que las células pasan de su estado de reposo a otro de actividad. En esta situación, adquieren capacidad proliferativa, fibrogénica y contráctil (9,10). La activación de las CEH se asocia con cambios en su metabolismo [producción de colágenos I, III y IV, laminina, fibronectina, metaloproteinasas (MMPs), inhibidores titulares de MMPs (TIMPs)] y en su capacidad para la producción de citoquinas, factores de crecimiento y de sus receptores.
La fibrosis experimental intensa puede desaparecer si se elimina el agente causante de la lesión hepática. En efecto, la fibrosis o cirrosis inducida en ratas por la obstrucción biliar o por la exposición al tetracloruro de carbono puede revertir a lo largo de uno a tres meses (11) . Igualmente, en ratones y conejos con schistosomiasis hepatoesplénica se ha comprobado que puede desaparecer la fibrosis hepática experimental (12) . Evidencias recientes indican que la regresión de la fibrosis hepática y de la cirrosis micronodular avanzada es una realidad cuando se consigue eliminar de forma eficaz la causa de la lesión hepática (13) (14) (15) (16) (17) . Sin embargo, este proceso puede no ser completo y consecuencia de ello es que la cirrosis micronodular se puede transformar en una cirrosis macronodular. La remodelación de las lesiones residuales se encuentra limitada por la existencia de uniones transversales entre las moléculas de colágeno que están mediadas por la transglutaminasa (18) . Estas uniones proporcionan a la MEC una gran resistencia a su degradación por las MMPs (19) . Por ello, estas uniones pueden limitar la degradación de la matriz aún en presencia de MMPs activas.
La degradación de la MEC en la fibrosis hepática es un proceso complejo en el que participan las MMPs, los TIMPs específicos y enzimas que activan las MMPs latentes (20) . En un modelo experimental de fibrosis hepá-tica, la sobreexpresión transitoria de la MMP-1 en el hí-gado atenúa eficazmente la fibrosis ya establecida (21) .
Las MMPs constituyen una gran familia de endopeptidasas dependientes del zinc relacionadas entre sí por compartir una estructura similar. Todas ellas son capaces de degradar una amplia variedad de componentes de la MEC (22-24) y, por ello, juegan un papel esencial en la resolución de la fibrosis hepática una vez que ha desaparecido el agente causante. La MMP-1 y la MMP-13 degradan los colágenos intesticiales (tipos I, II, III y X). La MMP-2 (gelatinasa A), la MMP-10 (estromelisina-2) y la MMP-7 (matrilisina) degradan un gran número de sustratos, incluyendo a los proteoglicanos y al colágeno y a proteínas no colágeno. Las MMPs ligadas a las membranas (MMP-14 a MMP-25) se encuentran ancladas a la superficie de las células a través de su región transmembranosa carboxílica. Este tipo de MMP de membrana degradan colágenos, proteínas no colágeno, proteoglicanos y juegan un papel importante en la activación de la MMP-2 y MMP-13. En ratas y en ratones hay únicamen-te un tipo de MMP intersticial, la MMP-13, la cual comparte un 86% de homología con la MMP-13 humana. La MMP-13 es capaz de degradar los colágenos I, II, III, IV, X y XIV, la teneascina, la fibronectina y el agrecán (25) .
Las MMPs son secretadas como proenzimas inactivas; por ello, necesitan ser activadas tras su secreción por diversos mecanismos entre los que figura la fragmentación enzimática (plasmina, una serina proteasa; estromelisina-1; MMPs ligadas a las membranas) (20, 26) . Las MMPs activadas producen un número muy limitado de fragmentaciones moleculares en las hélices de las tres cadenas α de los colágenos intersticiales. Por ejemplo, en el colágeno I originan un corte entre la Gly 775 y la Ile 776 de la cadena α1 y en la correspondiente secuencia Gly/Leu de la cadena α2. Se originan así dos fragmentos: el que incluye el extremo amínico representa tres cuartos de la longitud de toda la molécula, mientras que el fragmento carboxílico se limita al cuarto restante. Esta fragmentación inicial de los coláge-nos intersticiales permite su desdoblamiento molecular y, con ello, el acceso de las gelatinasas a sus fragmentos. La actividad de las MMPs se encuentra regulada por un mecanismo complejo en el que interviene el control de la expresión genética, la activación de las proenzimas y la fijación de proenzimas o de enzimas activas a los TIMPs.
Los TIMPs son glicoproteínas de bajo peso molecular capaces de unirse de forma irreversible a las formas proenzimáticas o enzimáticas activas de las MMPs. Esta unión se produce de forma esteoquimétrica 1:1 e inactiva a una gran variedad de enzimas MMPs degradantes. Debido a que las interacciones entre los TIMPs y las MMPs son uno a uno, pequeños cambios en los niveles de TIMPs pueden provocar cambios muy importantes en la actividad biológica de las MMPs. Una producción excesiva de TIMPs en relación con la de MMPs puede contribuir a la progresión de la fibrosis hepática, mientras que se puede aumentar de la degradación de la MEC tanto mediante la reducción de la síntesis de TIMPs como aumentando la expresión de MMPs. Sin embargo, algunos TIMPs tienen especial relación con MMP concretas (27, 28) . Los TIMPs son moléculas multifuncionales que no sólo inhiben las MMPs sino que también estimulan la proliferación de diferentes tipos celulares y pueden proteger a las células de la apoptosis (29,30).
La gravedad de la fibrosis hepática es el resultado del grado de síntesis de colágeno y el destino del colágeno depositado en la MEC del hígado, lo cual, a su vez, depende del equilibrio entre la producción y la activación de las MMPs y el nivel de TIMPs. En las hepatopatías crónicas humanas y en los modelos animales de fibrosis hepática, la expresión de la MMP-1/MMP-13 no cambia de forma llamativa a medida que la fibrosis hepática progresa y se desarrolla, mientras que se produce un marcado aumento de la expresión de los TIMP-1 y TIMP-2 (31). En homogenizados preparados de hígados cirróti-cos, los niveles de TIMP-1 aumentan aproximadamente cinco veces en comparación con los niveles que se encuentran en el hígado normal. La regresión de la fibrosis hepática se caracteriza por la degradación de la MEC y la restitución de la histología hepática normal. Cuando cesa la lesión hepática, la actividad colagenásica hepática aumenta unas cinco veces, lo cual se asocia con un descenso progresivo de los niveles de expresión de los TIMP-1 y TIMP-2, pero sin que ello se acompañe de un cambio en el de la MMP-1. Estudios realizados en cultivos de CEH han analizado las bases moleculares de la activación del TIMP-1 en el curso de la fibrogénesis hepáti-ca. Estos estudios han identificado la región del promotor del TIMP-1 que es decisiva para la expresión genética (32). Sin embargo, hasta ahora, no se ha podido individualizar la proteína que interactúa con esta región. Muchos tipos celulares entre los que figuran las CEH, las de Kupffer y las inflamatorias producen diversos tipos de MMPs cuando se encuentran en cultivo (20, 26) .
Muy pocos estudios han examinado el efecto de las citoquinas sobre la degradación de la MEC en CEH. Sin embargo, es bien sabido que la producción de MMPs puede ser incrementada por diversas hormonas (PTH, cortisol), factores de crecimiento (platelet derived growth factor, basic fibroblast growth factor), citoquinas (TNFα, IL-1α, IL-6, IL-10, IFNγ, oncostatina M, macrophage migration inhibitory factor) y promotores tumorales (és-teres de forbol) (20, 26, (33) (34) (35) (36) (37) (38) (39) (40) . Por otro lado, la MMP-13 es deprimida por el TGFβ (transforming growth factor) y el factor de crecimiento similar a la insulina (ILGF). Igualmente, varias citoquinas (TNFα, IL1β, IL-6, oncostatina M, IFNα) y factores de crecimiento (TGFβ) estimulan (41-43) o deprimen (44-47) la expresión de TIMPs en cultivos de CEH.
La interleuquina 6 (IL-6) es una glicoproteína multifuncional producida por monocitos activados, macrófa-gos, células endoteliales y CEH que interviene en un gran número de funciones de diversas células, tales como los fibroblastos, hepatocitos y CEH (48) . La IL-6 induce la proliferación y diferenciación celular y regula la expresión de genes específicos (49), particularmente la expresión de proteínas de fase aguda por los hepatocitos (48, 50) . Las hepatopatías agudas y crónicas, en especial la hepatopatía alcohólica, son similares, en muchos aspectos, a la respuesta de fase aguda. En efecto, los pacientes con hepatitis alcohólica presentan fiebre, pérdida de masas musculares, neutrofilia, aumento de la producción de proteína C reactiva, α1-antitripsina y amiloide A (50, 51) . En el suero de los pacientes con cirrosis alcohó-lica se pueden detectar tasas elevadas de IL-6 (52-54) y algunos autores han mostrado que existe una correlación entre las concentraciones en sangre de IL-6 y las séricas de proteína C reactiva (55, 56) , una proteína inducida por la IL-6. Por ello, la IL-6 parece ser uno de los factores más importantes en la regulación de la respuesta inflamatoria en el hígado.
Nosotros hemos mostrado que la IL-6 aumenta los niveles de la MMP-13 y los del ARN mensajero (ARNm) de la MMP-13 de forma proporcional a la dosis y al tiempo de exposición (Fig. 2) y que este efecto lo produce actuando sobre el promotor del gen de la MMP-13 (57) . Este efecto es evidente tras 6 horas de exposición, pero es particularmente significativo a las 24 horas. El que la IL-6 requiera un tiempo de exposición prolongado para activar la expresión genética de la MMP-13 sugiere que este efecto requiere la síntesis "de novo" de una proteína. Esta suposición es apoyada por el hecho de que el aumento del ARNm de la MMP-13 pueda ser bloqueado inhibiendo la síntesis proteica con cicloheximida (Fig. 2C) .
Este aumento de la expresión genética de la MMP-13 se asocia con una aumento marcado de la MMP-13 inmunoreactiva (Fig. 2D) . Estos resultados coinciden con los publicados por Franchimont y cols. (58) y Kusano y cols. (59) , quienes también demostraron que la IL-6, en presencia de su receptor soluble, aumenta los niveles de ARNm de la MMP-13, de MMP-13 inmunorreactiva y de su actividad biológica. Es probable que la IL-6 tenga un efecto sobre el metabolismo extracelular de la MMP-13, ya que el efecto de la IL-6 sobre la MMP-13 secretada en el medio de cultivo es mucho más marcado que el que tiene sobre el ARNm de la MMP-13. Aunque algunos autores han mostrado que la IL-6 aumenta de forma significativa la producción de ARNm del TIMP-1 y la expresión de TIMP-1 en fibroblastos humanos y en otras líneas celulares (60) (61) (62) (63) (64) , en nuestra experiencia, la IL-6 aumenta también el TIMP-1 inmunorreactivo, pero en un grado más bajo (Fig. 2D) . De hecho, los promotores genéticos de TIMP-1 y del MMP-13 contienen elementos reguladores comunes, por ejemplo, el lugar de unión del AP1 (TRE) y del PEA-3 (65) . Por ello, factores que estimulan la expresión genética de MMP-13 pueden también estimular la del TIMP-1.
El promotor del gen de la MMP-13 posee una organización similar a la de otros miembros de la familia de las MMPs (66, 67) , en particular en lo que concierne a las genes de la MMP-1 humanos (68) y de conejo (69) . Todos ellos comparten una organización común con 10-exones (67, 68, 70) , poseen en su promotor una caja típica TATA, además de un elemento TRE y un lugar consenso para el "polyomavirus enhancer activator 3" (PEA-3) (67) (68) (69) (70) (71) (72) (73) (74) . Ello sugiere que existe un mecanismo regulador de la transcripción genética que es común para todos ellos. El gen de la MMP-13 de rata contiene también los consensos comunes para el reconocimiento de las secuencias de factores de transcripción tales como el C/EBP, Cbfa1, p53, AP-2 y AP1 (75) . En las células transfectadas con plásmidos cuya actividad está dirigida por porciones de diferente longitud del promotor del MMP-13, nosotros hallamos que se puede prescindir de las secuencias situadas por encima del par de bases -79 sin que la IL-6 induzca su efecto pleno estimulante sobre el gen de la MMP-13. Estos experimentos también muestran que la integridad de la región TRE del gen MMP-13 es esencial para lograr la respuesta a la IL-6 (Fig. 4) . La región TRE ha sido implicada en la expresión de muchos de los genes de las MMPs (76, 77) , incluyendo el de la MMP-13 (77) . En células transfectadas con un plásmido de luciferasa que contenía dos copias del elemento TRE por encima del promotor mínimo, nosotros también pudimos confirmar el efecto estimulante de la IL-6 sobre la región TRE (Fig. 5) . Existe poca información sobre los efectos de la IL-6 sobre genes que poseen este elemento TRE. Sin embargo, mientras Daffada y cols. (78) hallaron que la IL-6 carece de efectos sobre la actividad CAT en células transfectadas transitoriamente con el plásmido pTRE-CAT, sugiriendo que el AP1 no es inducido por el tratamiento con IL-6, Melamed y cols. (79) mostraron que la IL-6 induce la formación de un complejo unido al TRE que puede ser impedido con anticuerpos específicos anti-Jun.
El estímulo de la expresión genética habitualmente se induce mediante la unión de un factor de transcripción a elementos específicos en el promotor genético. Nuestro estudio sugería que la IL-6 estimula la expresión del gen de la MMP-13 mediente el factor de transcripción AP1 y a través del elemento TRE. Experimentos de retardo del ADN en gel muestran que la IL-6 provoca la unión de una proteína nuclear a la región TRE que es dependiente de la dosis de IL-6 y del tiempo de exposición (Fig. 6 ). Los complejos proteína nuclear-ADN inducidos por el tratamiento con la IL-6 contienen c-Jun fosforilado, ya que si antes de desarrollar la prueba de retraso incubamos el extracto nuclear con anticuerpos específicos frente al c-Jun fosforilado se obtiene la formación de dos complejos superretardados. Estos resultados apoyan el papel que juega el TRE y el AP1 en la mediación de los efectos de la IL-6 sobre la expresión genética de la MMP-13 de rata.
El factor de transcripción AP1 está organizado en díme-ros de Jun-Jun, Jun-Fos o Jun-ATF y la presencia de miembros de la familia Jun en estos dímeros permite a AP1 unirse a los elementos cis de los promotores genéticos. Estas proteínas forman una variedad de homo-y heterotrímeros que se unen a un elemento del ADN que es común a todos ellos, el TRE (58, 80, 81) . Como muestran la figura 7, el cultivo de los fibroblastos con la IL-6 provoca el aumento de los ARNm de c-Jun, JunB y c-Fos (Fig. 7A) , activa los promotores c-jun y c-fos (Figs. 7B y 7C) y aumenta las proteínas cJun y c-Fos (Figs. 8A y 8B ). Otros autores también han mostrado que la IL-6 estimula la expresión del gen junB en diversos tipos de celulares (82-86,) y Cressman y cols. (87) han mostrado que la expresión de junB está marcadamente reducida en el hígado de ratones deficientes en IL-6. La actividad transcripcional de AP1 depende no sólo de la cantidad de los componentes de AP1 y de su capacidad para unirse al ADN, sino también del grado de fosforilación de esas proteínas (80, 88) . La fosforilación de c-Jun en su región de activación en las serinas 63 y 73 prolonga su vida media y su capacidad para activar la transcripción bien en forma de homodímero o bien como un heterodíme-ro con c-Fos (80) . Western blots empleando anticuerpos monoclonales específicos para el c-Jun fosforilado en la serina 63 demuestran que la IL-6 induce un aumento de esta forma de c-Jun, que es particularmente marcada trasción de algunos efectos de la IL-6 (98). Sin embargo, el bloqueo de estas quinasa con inhibidores específicos no elimina el efecto estimulante de la IL-6 sobre la fosforilación de c-Jun (Fig. 10A) , la unión de AP1 al ADN (Fig.  10B ) o la expresión de la MMP-13 (Fig. 10C) . En un estudio reciente (101), nosotros bloqueamos ERK con PD98059, p38 MAP quinasa con SB203580, la quinasa proteínas C (PKC) con H7 y GF 109203X, la quinasa de proteínas A con H8 y H89, la quinasa de proteínas dependiente de la calmodulina con calmidazolio y la quinasa del fosfatidil-inositol 3 con wortmanina. Considerando todos estos estudios, nuestros resultados indican que ninguna de estas quinasas de proteínas es requerida por la IL-6 para inducir la expresión de la MMP-13.
El estado de fosforilación de c-Jun es un proceso diná-mico que está controlado tanto por las quinasa de proteínas como por la fosfatasa 2A de proteínas (PP2A) (102) . Por ello, el aumento de c-Jun fosforilado puede producirse no sólo por un incremento de la actividad de las quinasas sino también por un descenso de la actividad de la PP2A. De hecho, numerosos estudios han demostrado claramente que la inhibición de la PP2A da lugar a una inducción de la colagenasa, de los ARNm del JunB y c-Fos y a una potente activación de AP1 a través de la fosforilación en serina/treonina (103) (104) (105) (106) . Hay cuatro grupos de fosfatasas de proteínas específicas en serina/treonina. Estas incluyen a la PP1, PP2A, PP2B (calcineurina) y PP2C. La PP2A y la PP1 se encuentran ampliamente distribuidas por el citoplasma de las células de mamíferos y se ha mencionado que están implicadas en las vías intracelulares de transmisión de señal, modificando la actividad de diversas quinasas de proteínas (107) . La determinación de la actividad PP2A en fibroblastos tratados con concentraciones crecientes de IL-6 muestra que esta citoquina desciende esta actividad de forma proporcional a la dosis (Fig. 11A) . Igualmente, la incubación de las células con 20 ng/mL de IL-6 durante 15 minutos a 24 horas da lugar a un descenso de la actividad fosfatasa de serinas/treonina, lo cual es particularmente marcado entre las 3 y las 6 horas de incubación. A las 12 y 24 horas, esta actividad permanece aún por debajo de la actividad control (Fig. 11B) .
El papel crítico que juega la PP2A en la inducción producida por la IL-6 sobre la expresión genética de la MMP-13 viene también avalado por experimentos realizados en fibroblastos Rat-1 pretratados durante 20 minutos con 25 nM de ácido okadaico, un potente inhibidor de la fosfatasa 1 de proteínas y de la PP2A (108) . En esta condición experimental, los niveles de ARNm de la MMP-13 aumentan de forma muy marcada y la adición de 20 ng/mL de IL-6 durante 24 horas no modifica este efecto (Fig. 12) . Por el contrario, y como era de esperar, la inhibición de las fosfatasas de tirosina con 0,1 mM de pervanadato no modifica los efectos estimulantes de la IL-6 sobre la expresión del gen MMP-13. Además, el áci-do okadaico reproduce los efectos de la IL-6 sobre la expresión genética de la MMP. Muchos otros autores han mostrado estos efectos del ácido okadaico sobre la expresión de los genes de las MMPs, así como sobre la fosforilación de c-Jun y la actividad fijadora de AP1 al ADN (105, 109, 110) . El I 2 PP2A , otro potente inhibidor de la PP2A, ha originado efectos similares (106) . Este descenso de la actividad PP2A no se debe a una menor cantidad de la proteína PP2A en los fibroblastos expuestos a la IL-6. En efecto, la determinación de estos niveles en extractos celulares de fibroblastos tratados con 20 ng/mL de IL-6 durante 3 a 16 horas demuestra que esta citoquina no produce ningún cambio en los nivels intracelulares de PP2A.
El núcleo estructural de la PP2A consiste en un complejo de tres subunidades (102, 111, 112) . Una subunidad catalítica C (PP2A C ), de 36 kDa de peso molecular, se encuentra formando un complejo con la subunidad A estructural de 65 kDa (PP2A-A). Este dímero se asocia con un tercer componente, subunidad reguladora B, variable y con carácter regulador, que probablemente influye sobre su especificidad sobre el sustrato y sobre la localización celular (102) . La fosforilación de la tirosina 307 situada en el extremo carboxílico de la subunidad catalítica de la PP2A regula su actividad fosfatasa (113, 114) . Es bien sabido que esta fosforilación se asocia con una pér-dida del 90% de su actividad enzimática y, por ello, con una persistencia de los efectos de las quinasas de proteí-nas (113, 115) , incluyendo el estado de fosforilación del c-Jun. Por el contrario, la desfosforilación de la PP2A C reactiva a esta enzima (102) . Considerando este mecanismo de regulación de la actividad de la PP2A, se puede suponer que la unión de la IL-6 a sus receptores específicos en la superficie celular debe inhibir a la PP2A mediante el aumento del grado de fosforilación de la tirosina en su subunidad catalítica, lo cual, a su vez, debe contribuir a prolongar la activación de AP1. Una secuencia similar de fenómenos se ha demostrado tras la adición de insulina a las células de músculo esquelético (115, 116) . Además, la inhibición de la PP2A con I 2 PP2A aumenta tanto la concentración como la unión al ADN del c-Jun y la actividad transcripcional del AP1 (106) . Igualmente, los inhibidores de PP2A provocan la fosforilación en treonina de STAT3, otro factor de transcripción citoplásmico que tras su activación se trasloca al núcleo donde activa a diversos genes diana (117, 118) .
Estudios de Western blot utilizando anticuerpos frente a la PP2A fosforilada en la tirosina 307 muestran que existe un marcado aumento en la fosforilación de PP2A en tirosina (Fig. 13A) . Por otro lado, mientras que la inmunoprecipitación de la PP2A empleando anticuerpos específicos contra la subunidad estructural de la PP2A demuestra que la IL-6 no afecta a la cantidad total de esta subunidad, la inmunodetección de proteínas fosforiladas en tirosina utilizando anticuerpos antifosfotirosina indica que el tratamiento de las células con 20 ng/mL de IL-6 durante 0 a 60 minutos provoca un aumento de la fosforilación en tirosina de la subunidad PP2A C (Fig. 13B) . Este resultado concuerda con los publicados por Choi y cols. (119) , quien también halló que la IL-6 induce la fosforilación en tirosina de la PP2A.
La IL-6 inicia sus efectos biológicos tras su unión a un complejo receptor específico situado en la membrana celular. Este complejo está formado por dos subunidades: una de 80 kDa que es la proteína a la que se fija el IL-6 y otra de 130 kDa que atraviesa la membrana y que inicia la transmisión de la señal (gp130) (48) . Otros miembros de la superfamilia de citoquinas de la IL-6 (oncostatina M, IL-11, factor inhibidor de leucemia, factor neurotrófi-co ciliar, cardiotropina-1, neurotrofina-1/factor 3 estimulante de las células B) (120-122) comparten esta misma proteína gp130 en su receptor. La activación de la señal de traducción por la IL-6 implica la homodimerización de la gp130 y la fosforilación en tirosina del extremo citoplásmico de la gp130 por las quinasas de tirosina Janus (JAKs) que se encuentra asociada a la gp130. Estas quinasas son reclutadas en la membrana plasmática y activadas tras la activación celular por citoquinas y factores de crecimiento (123) . Todas las JAKs poseen al menos una copia de una secuencia de péptidos que es consenso para la unión de la PP2A (124, 125) . Se ha demostrado que esta fosfatasa forma complejos estables con varias quinasas de proteínas, incluida la JAK2 (115, 126, 127) . Por ello, es comprensible que la fosforilación de PP2A C producida por la IL-6 y la inhibición de la PP2A pueda estar mediada por JAK2. Así, como muestra la figura 14, el pretratamiento de las células durante 60 minutos con 5 µM AG490, un inhibidor específico de JAK2 (128), anula completamente el aumento de ARNm de la MMP-13 producido por la IL-6, la unión de las proteínas nucleares a las secuencias consenso para AP1, la fosforilación del cJun y de la PP2A C y reduce la actividad de la PP2A. Por lo que conocemos, no disponemos información sobre el papel de las JAKs y de la PP2A en la mediación de los efectos de IL-6 sobre la expresión genética de la MMP-13. Sin embargo, la oncostatina M, otro miembro de la superfamilia de citoquinas de la IL-6 (122), también induce la expresión del gen de las MMPs en astrocitos, fibroblastos y osteoblastos (37,130) y su efecto se asocia con la fosforilación de JAK1 y JAK2.
Podemos concluir que, al menos "in vitro", la IL-6 es una citoquina antifibrogénica que puede contribuir a remodelar el tejido conjuntivo. La IL-6 aumenta la expresión genética de la MMP-13 a nivel transcripcional utilizando para ello la vía del AP1. La IL-6 aumenta la expresión genética del c-jun y de c-fos, la fosforilación de c-Jun y provoca la unión de AP1 al promotor de la MMP-13. El aumento de c-Jun fosforilado no se debe a un incremento en la actividad de la quinasa N-terminal de Jun (JNK), sino a un descenso de la actividad de las fosfatasas de serina/treonina. La IL-6, tras su unión a los receptores específicos en la superficie celular, activa la quinasa de tirosinas JAK2, la cual, a su vez, fosforila a la subunidad catalítica de la fosfatasa de proteínas 2A (PP2A) a nivel de la tirosina 307 e inhibe su actividad de forma que prolonga el estado de fosforilación de c-Jun (Fig. 15) .
